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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
@ Heterobifunktionelle Verbindungen 

Gegenstand der Anmeldung sind Verbindungen der For- 
mella 

(la) 




In denen m eine Zaht von 1 bis 10 ist sowie deren Saize und 
deren Verwendung als Linkermolekule. 
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Beschreibung 

Geeenstand der Erfindung sind spezielle heterobifunktionelle Verbindungen zur Verkniipfung von amino- 
gruppenhaltigen Verbindungen mit carbonsaurehaltigen Verbindungen, Verfahren zu ihrer HersteUung und nut 

KSa'te%S^^^ Verbindungen. wie beispie.sweise Haptenen mit -deren Verbin^^^ 

gen, beispielsweise Nukleinsiuren, sind bekannt. Sie werden in jungerer Ze.t vermehri als Bestand eile von 
Reaeenzien zur imraunologischen Bestimmung bestimmter Analyten in der Humandiagnostik eingesetzt 

Ak vSdLngS.%it d^ eine VerknOpfung von Haptenen mit anderen Verbindungen vorgenommen 
wirdfsind homo- Ld heterobifunktioneUe Verbindungen bekannt Die homob 

sie beisDielsweisc aus der EP-A 02 54 172 oder der US-A 47 60 142 bekannt smd, haben den Nachteil. daB es 
beispieE slwieS ist. selektiv Konjugate aus Haptenen und Proteinen herzustel^n Es entstehen a s 
PrXk' auch kr/ugate aus zwei Haptenin bzw. zwei Proteinen. Heterobifunktionelle Verbmdungen als 
Verk^pSsreagenz^e^neiden diese Nachteile. Aus der DE-A 26 31 656 sind Hyd~xysuccm.muiesterdenva^ 
te der Propansaure bekannt, die auf einer Seite an ein Protein, wie NierenacyUse. und an der anderen Se.te 
Lbenfalls STnetn Protein oder aber mit einem festen Trager verbunden werden kSnnea Bnc selektive und 
Shonende SinXng von aminogruppenhaltigen Verbindungen an carboxylgruppenhaltige Verbmdungen .st m.t 

'tn'd^T E^"a ^r^^^^^^^^^ 43 72 974 ist die Verwendung von 2.Aminoethoxyessigsaure als Arznei- 

mi^^fbelhie^ea Die HersteUung dieser Verbindung gelang nach bekannten ^'^^^^.^^.^^TJT^^^^^ 
hdherer Homologen der Aminoethoxyessigsaure nach dieser Methode hat sich als nicht mogl ch erwiesen. 

In der EP-A 01 02 118 ist die HersteUung eines Gemisches von Acyiaminoethoxyess.gsauren beschrieben. 
Diese Verbindungen werden als Zusatzstoff in Badezusatzen verwendet Sie sind als Verknupfungsreagenz.en 
nicht ge^ignet. dl sie keine freie Aminogruppe aufweisen und zudem die Verwendung ernes Gemisches den 
hohenAnforderungen an eine spezifische VerknOpfung mchtgerechtwird. 

Es bMtand daher ein Bedarf an der Bereitstellung von Verbindungen. mit denen selektiv carboxylgruppenhal- 
tigl vSlngen aminog™ Verbindungen Qber eine hydrophile Briicke defimerte Linge 

verknupft werden kdnnen. . . j » 

Diese Aufgabe wird geldst durch die Bereitstellung von Verbindungen der Formel I 



30 



35 



40 



45 



50 



O OH 



in derm eine natUrlicheZahl von Ibis 10 ist . „ u-„.-ii..n<» «r.n Verhindun- 

Ebenfalls Gegensund der Erfindung sind ein besonders giinstiges Verfahren zur HersteUung von Verbindun 

gen der Formel lb 

O OH 

O 

in der n eine naturliche Zahl von 0 bis 10 ist, die Verwendung der Verbindungen zur HersteUung von Konjugaten 
aus carboxylgruppenhaltigen und aminogruppenhaltigen Verbindungen sowie diese Konjugate selbst. 

Die Herstfllung der erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel lb gelang durch erne "^^^ besond^^^^^^ 
vorteilhafte Synthese. Ein Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur HersteUung von Verbmdungen 
der Formel lb durch Umsetzung von Verbindungen der Formel II 
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in der X ein Phthalimidrest oder Halogen, bevorzugt Chlor, Brom oder Jod ist und n wie bei Formel lb definiert 
ist mit einem Diazoessigsaurederivat der Formel III 

NjCH-COOR (III) 

in der R ein Alkylrest bevorzugt ein Ethylrest ist unter Metallsalzkatalyse. bevorzugt Kupfer-. Palladium- oder 
Rhodiumsalzen. besonders bevorzugt Rhodium-II-salzkatalyse. umgesctzt 8«8'^benenfalls wenn X em 
Halogen ist Umsetzung des entstandenen Produktes mit einem Rcagenz zur Einfuhrung ^'n^r Am.nogruppe 
bevorzugt Phthalimid-Kalium, unter nukleophilen Substitutionsbedinungen und anschlieUender Abspaltung 
gegebenenfalls vorhandener Schutzgruppen bzw. Hydrolyse des Esters, bevorzugt in HCI. 
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Aile Reaktionsschritte finden bevorzugt in Ldsung statt Bevorzugt werden die Verbindungen der Formein 
1 — III vor ihrer Weiterverarbeitung isoliert 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind die Salze, auch innere Satze, der Verbindungen der allgemeinen 
Formel lb. Sie kdnnen schon bei der Herstellung der Verbindungen oder aber nachtrSglich durch Umsetzen mit 
allgemein ablichen S^uren oder Basen entstehen. Bevorzugt sind die Atkali-Salze der Carboxylatgruppe und die 5 
Halogenide des Ammoniumrestes. 

Durch das crrindungsgemaDe Verfahren ist es mfiglich, Homologe der Aminoethoxyessigs^ure herzustellen. 
die eine vorherbestimmte Anzahl von Ethylenoxy-Einheiten aufweisen. Dies ist besonders wichtig, wenn die 
hergestellten Verbindungen der Formel lb zur Verknupfung von Haptenen mit Proteinen oder Nukleins^uren 
verwendet werden sollen. Die Lange der Kette zwischen dem Amino- und dem Carboxylende ist kritisch fiir die 10 
weitere Verwendung der Konjugate. Die GroBe von n richtet sich auch nach der GroBe des Proteins, mit 
welchem das Hapten verkniipft werden soil. Besonders bevorzugt ist n«l bis 6. So ist beispielsweise die 
Zuganglichkeit des Haptens fur einen Antikdrper gegen dieses Hapten etwas eingeschrinkt, wenn n-0 ist 
(2-Aminoethoxyessigsaure). 

Zur Herstellung von Konjugaten aus einer carboxylgruppenhaltigen Verbindung und einer aminogruppenhal- 15 
tigen Verbindung mit Hilfe von Verbindungen der Formel lb gibt es mehrere Moglichkeiten, die sich in der 
Rcihenfolge der Umsetzung der Komponenten miteinander unterscheiden. Bevorzugt ist folgendes Vorgehen: 

— Zunachst wird die Verbindung der Formel lb mit einer Verbindung, deren Carboxylgruppe beispielswei- 
se durch Bildung eines reaktiven Esters. Halogenids oder Anhydrids fiir nukteophile Substitutionen aktiviert 20 
wurde, umgesetzt Solche aktivierten Carboxylgruppen sind bekannt Als besonders bevorzugt haben sich 

mit N-Hydroxysuccinimid veresterte Carboxylgruppen erwiesen. 

— Durch die Reaktion der Verbindung der Formel lb mit der carboxylgruppenhaltigen Verbindung ent- 
steht eine Verbindung der Formel IV 



O OH 

Y — HN OV) 
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in der Y der Rest einer carboxylgruppenhaltigen Verbindung ist und n wie oben deHniert ist. Die Bindung 
erfolgt uber die Carboxylgruppe. 

— Diesc Verbindung der Formel IV kann nun mit aminogruppenhaltigen Verbindungen zu einer Verbin- 
dung der Formel V 35 



O 

Y — HN V U (V) 40 



in der Y und n wie oben definiert sind und Z der Rest einer aminogruppenhaltigen Verbindung ist, 
umgesetzt werden. 



45 



Dies kann mit Hilfe von Kupplungsreagenzien geschehen oder nach vorheriger OberfUhrung der Verbindung 
der Formel (IV) in ein aktiviertes Derivat Zur Aktivierung konnen dieselben Methoden verwendet werden. wie 
oben f ur die carboxylgruppenhaltige Verbindung beschrieben. 

Die Carboxylgruppe der Verbindung der Formel (IV) wird dazu bevorzugt in einen aktivierten Ester, Anhy- 
drid etc. iiberfuhrt. AnschlieBend wird mit der aminogruppenhaltigen Verbindung nach bekannten Methoden 50 
umgesetzt. 

Das Verfahren zur Verknupfung von aminogruppenhaltigen und carboxylgruppenhaltigen Verbindungen laBt 
sich auch in umgekehrter Reihenfolge durchfOhren, fails z. B. die Aminogruppe zuerst in geschutzter Form 
vorliegt 

Neben dem stufenweisen Aufbau dieser durch heterobifunktionelle Verbindungen verknupften Konjugate 55 
konnen auch direkt aktivierte Derivate der Verbindung I eingesetzt werden, Dazu werden analog zum Stand der 
Technik reaktive Gruppen eingefuhrt. Zum Beispiel kann die Aminogruppe in ein Isocyanat, ein Isothiocyanat 
oder Maleimid umgewandelt werden bzw. Acrylsaurereste, Halogenacetylrestc oder MaleimidoalkansSsurere- 
ste eingefuhrt werden. Besonders bevorzugt ist die Umwandlung/Einfuhrung in eine Maleimidfunktion bzw. 
eines lodacetylrestes. Die Carboxylgruppe kann durch Umsetzung z. B. zu einem Ester, Halogogenid oder 60 
Anhydrid aktiviert werden, besonders bevorzugt ist ein N-Hydroxysuccinimidester oder ein p-Nitrophenylester. 
Die Verbindungen gemSB der Formel VI 
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wnh^i NR^R^ eine aktivierte Aminogrupp, COOR' eine aktivierte Carboxylgruppe und n wie oben deHnieri 
dine^skh he.^lrra7end zur direkten Konjugatsynthese z. B. von Protein-Protein-Konjugaten. besonders 
ht,orzu« S aS Beispiel lassen sich. falls die Verb.ndung der Formel VI 

S m1 ml^S^^^^^^^^ N'-Hydroifuccinimidestergruppe enMlt. zuem analog zun, Stand der Techn.k 
!mfnr>««noTSiBe Proteine ankipeln u 
TSrmTvSZg^d^^ etnsprechende Amino- oder Carbonsiure-Gruppen verfiigen s.nd 
HaptenT eiotin fS^^^^^ insbesondere Fluoreszenzfarbstoffe. Nukleinsiluren. Proteine. z. B. auch (Strept- 

^^^^CSSST&^'a^^^^^^^^^ aminogruppenhaltigen Verbindungen. Bevorzugte 

u w„J™!l„ ci^H Nukleinsauren und Proteine. Die Proteine kdnnen anhand ihrer Funktion in verschiedene 
SLSJ eSS wX^- E^^^^^ Antikorper etc. Besonders bevorzugt ist die Verknflpfung 

nttl1^^'Xru^^^^^^^^ Fluoreszenzfarbstoffe Besonde. be- 

voSuSd Haotene Site^^ werden samtliche Verbindungen versunden. die als solche n.cht . n de 

Uge s'ndfn "vo eTne IrlunanLr. zu induzieren, bei VerknOpfung mit einem gee.gneten T-ge^oleku «^ 
l:f f.H«T'J,ftXh Antikoroer eeeen sie zu erzeugen. Dazu gehoren beispielsweise Biotin. Digoxigemn, Cortiso - 
lirtJlett^^^^^^ zusatzlichen ungeschutzten. stark nukleoph.- 

feTR^S^rrn aktiv^erten rea^eren kSnnen. Als Beispiel filr ein Hapten m.t emem 

geschSt^n nuUe^^^^^^^^^ kann N-BCX:Woxin genannt werden. Ein Ruoreszenzf arbstoff m.t akuv.erter 
Carboxylgruppe ist beispielsweise Carboxynuorescein-N-hydroxysuccmimid-ester ^^,.„^„ ,,u„ 

DrerfindungsgemaBe Verfahren ist besonders gut zur VerknOpfung von Haptenen m.t Protemen uber die 

^Tef^::^;e:rng^^n V^^^^^^^^^^ ist es n,5glici,. Conjugate der ^^^^^^^^^ 

denen d^iologislhe Funktion der aminogruppenhaltigen Verbindung z. B. E^y^^^^J^^'^f^^ 
einem entsorcchenden Immunpartner oder Hybridisierungsfahigkeit weitgehend erhalten bleibt. 

iSTderSete « ubTrraschenderweise herausgestellt. daB die Affmitat ernes Anfkorpers ^"n, J-e.en 
Ha^SSo hoch ^er nur unwesentlich geringer ist wie die zu einem mit Hapten und Linker gemaB Formel 
1 KestXen Iramunogen. Die Unker der Formel 1 zeigen demgemaB ke.ne Immunogen.z.iat. Auch d^e 
ReaE dis Hastens mit einem biospezif.schen Bindungspartner. wie im Fall von B.otm m.t Av.dm oder 

" ''SttntJgt'r Fo^^^^^^^ sowie deren aktiv.erte Derivate haben den Vortei. daB sie in 

rchen i^^bet L^^^^^^ ^^ch Briickenglieder mit mehr als 2 benachbarten Methylengruppen als zu 

^'o^^'mniu^uZ'd.n erfindungsgemaBen Konjugaten sind aber auch ausreichend fest. da es sich bei den 
BiSL?en def Brflcke mit dem Hapfen bzw. dem Protein urn kovalente Bindungen. msbesondere Amidbrndun- 
g^n hSt Daher hat sich die Verknupf ung zweier Arten von Verbindungen fiber eme Ammogruppe und eme 
Carboxylgruppe als besonders vorteilhaft erwiesen. 
Die vorliegende Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter erlautert. 

Beispiel 1 

Synthese von 2(2(2-Aminoethoxy)ethoxy-)ethoxyessigsaurehydrochlorid I. n =2 

a^ Zu 84^8 Triethylenglycol-mono-chlorid in 400 ml Tetrahydrofuran werden 105 ml Diazoessigester, 
eelSst S m THF^innerhalb von 3 h zugetropft Im Abstand von 30 Min. werden jewe.ls 50 mg Rhodt- 
Sl-rcetat Izugefligt AnschlieBend wird mit Methanol versetzt. im Vakuum e.ngedampft und .m 
Hochvakuum destilliert 
so Kp(0.1 Torr) = 120-125''C 

Ausbeute = 45,5 g 

W 1 2 7 P des in a) hereestellten Produktes werden in 100 ral DMF geldst und mit 9,25 g Kalium-Phthalimid 
Sid iner ka alj iSfrMenge 18-Krone-6 versetzt Man rUhrt 2,5h bei lOO'C entfemt das DMF .m 

fen erhalt man einen oligen RuckstHnd. 
Ausbeute: 16 g IV, n'^ 2 
NMR(CDCl3/TMS ppm): 
Ul-1.35 -CH3 
3^9-431 -CHz- 
7.66-730 Phthalyl 

Jst^lV (nl^^^^^^ loom! 20% HCl unter RuckfluB geruhrt. nach 1.5 h im Vakuum eingeengt der 

in 100 ml io aufgenommen und abf.ltriert Das Fihrat wird dreimai m.t Essigester extrahiert 
und eingeengt Das Produkl wird fiber Sephadex/HjO geretnigt 
Ausbeute: 1,1 g I (n = 2) 
NMR (DMSO-ds/TMS ppm): 
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3^7 -CH2-CH2- 
4.03 -CH2- 
4.14 NHr 

Eine weitere Aufreinigung kann durch Oberftthrung in das BOC-geschQtzte Produkt mit anschlieBender 5 
Saulenchromatographie und Abspaliung erfolgen. 

Beispiel 2 

Umsetzung von I (n = l)mit Biotin 10 

370 mg I (n = 1) werden zusammen mit 775 mg biotin-N-hydroxysuccinimidester und 3 mmol Triethylamin in 
10 ml DMF geldst und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird emferni, der Ruckstand in 
Aceton aufgenommen, abfillriert und erneut eingeengt Man erhalt ca. 800 mg Rohprodukt, welches durch 
Chromatographic an Kieselgei weiter aufgereinigt wird. 15 
(Eluens : Chloroform : Methanol ; Eisessig 9 : 1 : 0 :1) 
Rf «0.2(CMA9:3.0.5) 

Beispiel 3 

20 

Umseizung von I (n = 2) mit Digoxigenin-3-carboxymethylether-N-hydroxysuccinimidester 

0.36 g 1 (n = 2) werden in 10 ml abs. DMF gelost und mit 0,6 ml Triethylamin versetzt. AnschlieBend werden 
0,54 g Digoxigenin-3-carboxymethylether-N-hydroxysuccinimidester hinzugefugt und 16 h bei Raumtempratur 
geriihrt. Das Losungsmittel wird entfemt und der Ruckstand zweimal tiber eine Kieselgelsaure (Eluens Metha- 25 
no! : Teirahydrofuran 1:1+ 0.5% Essigsfture) gereinigt 
Ausbeute:0.38g 

Rf - 0.58 (Essigester : Essigsaure 9 : 1) 

PatentansprDche 30 
i. Verbindungen der allgemeinen Formel la 



O OH 35 

Oa) 



wobei m eine naturliche Zahl von 1 bis 1 0 ist, und ihre Salze. 40 
2. Verbindungen der allgemeinen Formel VI 



O OR* 



R'R^N V 0;n (VO 
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in der 

R> Wasserstoff, ein p-Nitrophenylrest, ein N-Succinimidrest. ein Halogenidrest oder ein Ci — Ce-Alkylcar- 50 
bonylrest, 

R2 und R\ die gleich oder verschieden sein konnen. Wasserstoff, eine Halogenacetylgruppe, ein Acrylsaure- 
rest oder ein Maleimidoalkansaurerest oder 

die Gruppe — NR^R^ eine Maleimidogruppe, ein Isocyanat- oder ein Isothiocyanatrest ist und 

wobei R^ und R^ nichl gleichzeiiig Wasserstoff bedeuten. wenn R^ Wasserstoff ist. 55 

3. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel lb 



O OH 

YV 

H2N V 0/" 11 Ob) 

O 

in der n eine natOrliche Zahl von 0 bis 1 0 ist, dadurch gekennzeichnet, daB eine Verbindung der Formel II 

65 



5 



DE 39 24 705 Al 

o 



inder 

n wie oben definiert ist und 

X ein Halogen oder ein Phthalimidrest ist, 

mit einer Verbindung der Formel III 

N2CH-COOR (HI) 



LmtLea^^^^ SSdaB X Halogen bedeutet, das Produkt mit einem Reagenz zur Einf a^^^^^^^^^ 

eSSruJpe umgesetzt wird und die Esterfunktion sowie eventuell vorhandene Ammoschutzgrup- 



pen hydrolysiert werdea 
4. Verwendung der Verbindungen der Forme! lb 



O OH 

o 

in der n eine natiiriiche Zahl von 0 bis 10 ist. oder ihrer Salze, zur VerknQpfung von Carboxylgruppen 
auf weisenden Verbindungen mit aminogruppenhaltigen Verbmdungen. 
5. Verbindungen der Forme! V 



VoKy' .V) 

O 



Y der Rest einer carboxylgruppenhaltigen Verbindung, 
Z der Rest einer aminogruppenhaltigen Verbindung und 
n eine natUrliche Zahl von 0 bis 10 ist 



